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ABSTRACT 
Goat milk protein is believed to be more easily digested and less allergenic than cow’s milk. The 
goat milk protein also contain peptides that will be able to be active as antimicrobial after hydrolysis 
process. The aim of this study was to evaluate the ability of peptide from goat milk hydrolyzed by 
protease of Bacillus sp. E.13 to inhibit Candida albicans and Trichophyton mentagrophytes. 
Hydrolysis was conducted at 55°C, pH 7 and 11 for 30 and 60 minutes. The peptic hydrolysates were 
screened for antifungal activities. The active peptide were then assayed for minimum inhibitory 
concentration (MIC) to C. albicans and T. mentagrophytes by microdilution method. Result showed 
that peptides from goat milk hydrolyzed at 55°C, pH 11 for 30 and 60 minutes were active to inhibit  
C. albicans and T. mentagrophytes. MIC of peptide from hydrolysis 30 minutes for C. albicans 
was 7.5 mg/ml and for T. mentagrophytes was 15 mg/ml. MIC of peptide from hydrolysis 60 
minutes for C. albicans was 1.25 mg/ml and for T. mentagrophytes was 2.5 mg/ml. Based on the 
result was known that the highest inhibition showed by peptide from hydrolysis 55°C, pH 11for 60 
minutes to C. albicans. 
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ABSTRAK 
Protein susu kambing dipercaya lebih mudah dicerna dan kurang menimbulkan alergi 
dibandingkan dengan susu sapi. Protein susu kambing mengandung peptida yang dapat aktif sebagai 
antimikroba setelah proses hidrolisis. Tujuan penelitian ini adalah untuk mengevaluasi kemampuan 
peptida dari susu kambing yang dihidrolisis dengan protease Bacillus sp. E.13 untuk menghambat 
Candida albicans dan Trichophyton mentagrophytes. Hidrolisis dilakukan pada suhu 55°C, pH 7 dan 
11 selama 30 dan 60 menit. Hidrolisat peptida diskrining aktivitas antifunginya. Peptida aktif 
kemudian diuji untuk konsentrasi hambat minimum (KHM) terhadap C. albicans dan T. 
mentagrophytes dengan metode mikrodilusi. Hasil menunjukkan bahwa peptida dari susu kambing 
yang dihidrolisis pada suhu 55°C, pH 11 selama 30 dan 60 menit dapat menghambat  
C. albicans and T. mentagrophytes. KHM peptida hasil hidrolisis 30 menit untuk C. albicans 
adalah 7,5 mg/ml dan untuk T. mentagrophytes 15 mg/ml. KHM peptida dari hasil hidrolisis 60 
menit untuk C. albicans adalah 1,25 mg/ml dan untuk T. mentagrophytes 2,5 mg/ml. Berdasarkan 
hasil tersebut penghambatan terbesar ditunjukkan oleh peptida hasil hidrolisis 55°C, pH 11 selama 
60 menit terhadap C. albicans. 
Kata Kunci: Antifungi, Susu Kambing, Hidrolisis, Peptida 
PENDAHULUAN 
C. albicans dan T. mentagrophytes merupakan khamir dan kapang yang dapat 
menimbulkan penyakit pada hewan dan manusia. Khamir dari genus Candida diketahui 
dapat menyebabkan mastitis mikotik klinis maupun subklinis (Wawron et al. 2010). 
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Beberapa kasus aborsi pada hewan yang dilaporkan juga disebabkan oleh genus Candida, 
di antaranya yang terjadi pada sapi. Tanda patologis menunjukkan adanya lesi pada 
plasenta dengan jumlah Candida yang cukup banyak pada trophoblast. Infeksi fetal 
sekunder terjadi pada kasus dengan lesi atau terisolasinya Candida pada paru-paru, hati, 
usus, abomasum dan jantung (Foley & Schlafer 1987). Lesi histologi pada kasus aborsi 
mikotik yang disebabkan oleh Candida pada kuda Arab menunjukkan adanya necrotizing 
placentitis dengan pneumonia fetal (Stefanetti et al. 2014). 
T. mentagrophytes merupakan kapang dermatofit yang bersifat zoonosis yang dapat 
menyebabkan onychomycosis, tinea corporis dan tinea pedis pada manusia dan masalah 
dermatologi pada hewan liar maupun domestik (Weitzman & Summerbell 1995; Zhang et 
al. 2014). Sebesar 10% kasus dermatofitosis yang pernah dilaporkan disebabkan oleh T. 
mentagrophytes (Vena et al. 2012). 
Mortalitas dan morbiditas yang disebabkan oleh mikosis invasif telah berkembang 
seiring dengan perkembangan resitensi terhadap antifungi tertentu. Sebagai contoh 
Amphotericin B yang biasa digunakan untuk pengobatan terhadap infeksi khamir, tetapi 
saat ini telah terjadi resistensi terhadap Amphotericin B pada beberapa spesies Candida 
(Perea et al. 2002). Oleh karena itu diperlukan strategi pengobatan dan antifungi baru. 
Salah satu yang menjadi perhatian adalah peptida antifungi yang biasa terdapat pada 
hewan, tanaman maupun produk-produknya. Peptida tersebut mempunyai target spesifik 
yang juga memungkinkan multifungsi dalam cara kerjanya (Matejuk et al. 2010). 
Salah satu produk hewan yang diduga mengandung peptida antifungi adalah susu, 
antara lain ada di dalam susu kambing. Susu kambing mengandung nutrisi yang tinggi 
karena kandungan proteinnya dan dipercaya lebih mudah dicerna dan kurang 
menimbulkan alergi dibandingkan dengan susu sapi. Susu kambing juga mengandung 
peptida yang akan menjadi aktif setelah dihidrolisis dari protein alamiahnya dan dikenal 
sebagai peptida bioaktif. Peptida bioaktif adalah fragmen spesifik protein yang mempunyai 
pengaruh positif terhadap kesehatan (Atanasova & Ivanova 2010). Peptida bioaktif yang 
terkandung dalam susu sapi telah dilaporkan dapat berfungsi sebagai antihipertensi (Seppo 
et al. 2003), antibakteri (Atanasova & Ivanova 2010) antitrombotik, opioid (Jauhiainen & 
Korpela 2007), antioksidan dan imunomodulator (Qian et al. 2011), sedangkan peptida 
bioaktif dari susu kambing terutama sebagai antifungi belum banyak dieksplorasi. Oleh 
karena itu, penelitian ini bertujuan untuk mengevaluasi kemampuan peptida dari susu 
kambing yang dihidrolisis dengan protease Bacillus sp. E.13 untuk menghambat C. 
albicans dan T. mentagrophytes. 
MATERI DAN METODE 
Bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah susu kambing segar peranakan 
Etawah (PE) diperoleh dari peternakan kambing, Fakultas Peternakan Institut Pertanian 
Bogor. Protein susu dipisahkan dari lemak dengan sentrifugasi 6000 ×g (Hybrid 
Refrigerated Centrifuge, CAX-371, Tomy Seiko, Japan) pada suhu 4°C selama 15 menit. 
Susu bebas lemak selanjutnya dihidrolisis atau disimpan pada -20°C sampai digunakan.  
C. albicans diperoleh dari hasil isolasi sampel klinis dari bagian Diagnostik Balai Besar 
Penelitian Veteriner dan T. mentagrophytes (BCC F0217) yang diperoleh dari BBalitvet 
Culture Collection.  
Penentuan kadar protein 
Kadar protein susu kambing sebelum dan sesudah hidrolisis diukur menggunakan 
larutan Bradford. Bovine serum albumin (BSA) digunakan untuk membuat kurva standar 
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dengan mereaksikan 5 μl larutan standar BSA dengan berbagai konsentrasi dengan 95 μl 
larutan Bradford. Perlakuan yang sama dilakukan pada sampel susu dan hidrolisat dengan 
akuades sebagai blanko. Larutan didiamkan selama 5 menit dan diukur absorbansinya pada 
λ= 600 nm dengan microplate reader (Labsystems, original Multiscan Ex, Champaign, 
USA). 
Produksi protease Bacillus sp. E.13 
Bacillus sp. E.13. ditumbuhkan dalam media Luria-Bertani broth yang mengandung 
0,05% susu skim (Difco, USA) dan diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam. Sel bakteri 
dipisahkan dengan sentrifugasi 3500 g selama 15 menit. Ekstraksi enzim dilakukan 
menggunakan presipitasi ammonium sulfat menurut Rowan et al. (1990). Supernatan 
dipisahkan, ditambah dengan amonium sulfat 50% kemudian diinkubasi pada suhu 4°C. 
Setelah inkubasi selama 18 jam, larutan disentrifugasi pada 10.000 ×g selama 15 menit. 
Pellet diambil, dikering anginkan dan disimpan pada suhu -20°C sebelum digunakan atau 
dilarutkan dalam PBS pH 7,4 dengan perbandingan 1:2 apabila langsung digunakan untuk 
menghidrolisis protein susu.  
Penentuan aktivitas enzim 
Aktivitas enzim diukur dengan mereaksikan 250 μl kasein (Oxoid, UK), konsentrasi 
2% (w/v) dengan 50 μl enzim dan 250 μl PBS 0,05 M pH 7. Campuran diinkubasi pada 
suhu 37°C selama 10 menit dan ditambah dengan 500 μl TCA 0,2 M (Sigma-Aldrich, 
USA). Larutan diinkubasi kembali pada suhu 37°C selama 10 menit, disentrifugasi 2000 
×g (centrifuge MRX-152, Tomy Seiko, Japan) selama 10 menit. Supernatan dipisahkan 
dan diambil sebanyak 375 μl kemudian ditambah dengan 1250 μl Na2CO3 0,4 M (Sigma-
Aldrich, USA) dan 250 μl pereaksi Folin ciolcateau (Merck, Darmstadt, Germany) dengan 
pengenceran 1:2 dan diinkubasi pada suhu 37°C selama 20 menit. Absorbansi diukur 
menggunakan spektrofotometer (LKB-Novaspec II, Pharmacia-Biotech) pada λ 578 nm. 
Akuades digunakan sebagai blanko dan tirosin 5 mM digunakan sebagai standar. Satu unit 
aktivitas didefinisikan sebagai jumlah enzim yang dapat menghasilkan satu μmol tirosin 
permenit pada kondisi pengujian. 
Hidrolisis protein susu 
Hidrolisis dilakukan pada suhu 55oC pada pH 7 (Josephine et al. 2012) dan pH 11 
(Patel et al. 2006) selama 30 dan 60 menit dengan aktivitas enzim 0,67 unit/ml dan 
perbandingan enzim:substrat 1:20. Selanjutnya masing-masing hidrolisat disentrifugasi 
pada 14.000 ×g selama 15 menit sehingga terbentuk tiga lapisan dan diambil bagian tengah 
yang bening. Hidrolisat difilter menggunakan membran (Acrodisc LC 13 mm, 0,45 µm, 
PVDF, Pall Life Sciences, USA). Hasil filtrasi disimpan dalam -20°C sampai digunakan 
untuk pengujian antifungi.  
Uji antifungi 
Skrining dilakukan dengan mencampurkan 50 μl peptida dengan 50 μl kapang dan 
khamir uji 106 cfu/ml dalam microplate kemudian diambil 10 µl dan diteteskan pada media 
Sabouraud dextrose agar (SDA) (Difco, USA) dan diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 
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jam untuk C. albicans dan 48-72 jam untuk T. mentagrophytes. Perlakuan dilakukan 
dengan tiga kali ulangan. 
Uji antifungi mencampurkan 50 μl peptida dengan 50 μl kapang dan khamir uji 106 
cfu/ml dalam microplate. Selanjutnya campuran tersebut dibuat seri pengenceran dan 
ditumbuhkan pada medium SDA dan diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam untuk C. 
albicans dan 48-72 jam untuk T. mentagrophytes. Jumlah koloni yang tumbuh dihitung. 
Perlakuan dilakukan dengan tiga kali ulangan. Ketakonazol 10 mg/ml digunakan sebagai 
kontrol positif dan phosphate buffer saline (PBS).  
Penentuan konsentrasi hambat minimum (KHM) dilakukan dengan mereaksikan 50 µl 
peptida dalam berbagai konsentrasi dengan 50 µl C. albicans atau T. mentagrophytes 106 
cfu/ml, kemudian ditumbuhkan pada media SDA. KHM ditentukan berdasarkan 
konsentrasi terkecil yang menunjukkan tidak adanya pertumbuhan. Semakin kecil nilai 
KHM menandakan semakin tinggi aktivitas antifungi peptida. 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
Skrining dan uji antifungi 
Skrining aktivitas antifungi terhadap hidrolisat menunjukkan bahwa peptida yang 
diperoleh dari hasil hidrolisis susu kambing pada pH 7 pada waktu hidrolisis 30 maupun 
60 menit tidak menunjukkan adanya penghambatan terhadap pertumbuhan C. albicans dan 
T. mentagrophytes (Gambar 1). 
 
Gambar 1. Hasil skrining pengujian antifungi peptida hasil hidrolisis susu kambing dengan 
protease Bacillus sp. E.13 pada pH yang berbeda 
Peptida hasil hidrolisis pada pH 11 menunjukkan adanya penghambatan yang baik 
terhadap pertumbuhan C. albicans dan T. mentagrophytes. Selanjutnya hasil hidrolisis pH 
11 ini diuji kembali untuk mengetahui besarnya penghambatan dengan menghitung jumlah 
koloni. Seperti terlihat pada Gambar 2 peptida lebih aktif terhadap C. albicans 
dibandingkan dengan terhadap T. mentagrophytes. 
Pada penelitian ini digunakan 2 pH yaitu 7 dan 11 karena Bacillus sp. yang digunakan 
pada penelitian ini merupakan hasil isolasi pertama kali dari susu kuda Bogor dan belum 
teridentifikasi hingga spesies. Beberapa protease dari genus Bacillus dapat aktif atau 
mempunyai pH optimum 7 (Josephine et al. 2012) atau 11 (Patel et al. 2006), sehingga 
pada penelitian ini digunakan variasi pH 7 dan 11. Seperti terlihat pada Gambar 1 peptida 
yang aktif dihasilkan pada proses hidrolisis dengan pH 11 yang menandakan bahwa 
protease yang dihasilkan oleh Bacillus sp. E.13 termasuk protease alkali yang aktif pada 
kondisi basa.  
Pada pengujian menggunakan peptida hasil hidrolisis 30 menit, konsentrasi protein 
yang digunakan lebih tinggi yaitu 7,5 mg/ml dibandingkan dengan hasil hidrolisis 60 menit 
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(1,25 mg/ml). Pada hidrolisis 60 menit, ketika digunakan konsentrasi 2,5 mg/ml masih 
menunjukkan penghambatan yang baik hingga tidak ada koloni C. albicans maupun T. 
mentagrophytes yang tumbuh.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 2. Hasil penghitungan koloni C. albicans dan T. mentagrophytes setelah diberi perlakuan 
peptida hasil hidrolisis pH 11 dengan waktu hidrolisis 30 menit (7,5 mg protein/ml 
dan 60 menit (1,25 mg protein/ml) 
Hasil tersebut menandakan bahwa peningkatan waktu hidrolisis akan meningkatkan 
aktivitas antifungi. Beberapa peptida meningkat aktivitasnya seiring dengan bertambahnya 
waktu hidrolisis tetapi sebagian lain justru aktivitasnya menjadi menurun. Seperti yang 
dilaporkan oleh Amza et al. (2013) yang menyatakan bahwa aktivitas antioksidan menurun 
dengan bertambahnya waktu hidrolisis. Lin et al. (2010) menyatakan bahwa peptida 
bioaktif hasil hidrolisis kolagen dengan enzim neutrase, alcalase dan papain menunjukkan 
bahwa bioaktivitasnya meningkat sampai waktu hidrolisis 3 jam. Hidrolisis lebih lanjut 
justru mengakibatkan penurunan bioaktivitas peptida yang dihasilkan. Dengan 
meningkatnya waktu hidrolisis menyebabkan peptida akan mengalami pemotongan dan 
hidrolisis lebih lanjut sehingga dihasilkan peptida yang berukuran lebih kecil. Meskipun 
demikian, aktivitas antimikroba termasuk di dalamnya antifungi suatu peptida tidak hanya 
tergantung pada panjang peptida tetapi juga sekuen asam amino peptida tersebut. Panjang 
dan urutan asam amino dalam suatu peptida sangat tergantung pada sumber protein, 
spesifitas enzim dan kondisi hidrolisis seperti pH, suhu dan waktu hidrolisis (Sarmadi & 
Ismail 2010). 
Konsentrasi hambat minimum (KHM) 
KHM adalah konsentrasi terkecil yang dapat menghambat pertumbuhan fungi dan 
menjadi penentu atau parameter aktivitas suatu antifungi. Hasil uji peptida terhadap C. 
albicans dan T. mentagrophytes pada konsentrasi yang sama menunjukkan penghambatan 
yang sangat baik pada C. albicans dengan tidak adanya pertumbuhan (Gambar 2). 
Meskipun demikian belum dapat ditentukan seberapa kuat peptida dapat menghambat C. 
albicans tersebut, sehingga dilakukan pengukuran KHM dengan menurunkan konsentrasi 
peptida sampai konsentrasi yang tidak dapat menghambat pertumbuhan. Konsentrasi 
terkecil yang masih menunjukan adanya penghambatan terhadap fungi uji ditetapkan 
sebagai nilai KHM. 
KHM peptida hasil hidrolisis pada pH 11, selama 30 dan 60 menit seperti pada Tabel 1. 
Semakin kecil nilai KHM semakin kuat aktivitas antifungi suatu peptida, sehingga 
aktivitas tertinggi adalah peptida hasil hidrolisis 60 menit terhadap C. albicans dan 
aktivitas terendah adalah peptida hasil hidrolisis 30 menit terhadap T. mentagrophytes. 
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Tabel 1. Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) (mg/ml) peptida hasil hidrolisis 
Kapang/khamir uji 30 menit 60 menit 
C. albicans 7,50 1,25 
T. mentagrophytes 15,00 2,50 
Pada penelitian ini C. albicans lebih rentan terhadap peptida dari hasil hidrolisis 30 
menit maupun 60 menit, dibandingkan dengan T. mentagrophytes. Pada umumnya khamir 
lebih rentan terhadap peptida antifungi dibandingkan dengan kapang. Hasil yang sama 
ditunjukkan oleh Fritsche et al. (2008) yang melaporkan bahwa KHM untuk Candida spp. 
adalah 0,256 mg/ml sedangkan untuk kapang dari genus Aspergillus adalah 1,024 mg/ml.  
C. albicans maupun T. mentagrophytes mengalami hambatan pertumbuhan oleh 
peptida hasil hidrolisis pH 11, dengan waktu 30 dan 60 menit. Peptida tersebut terbukti 
mampu membunuh semua atau sebagian koloni khamir atau kapang uji dan 
kemampuannya tergantung pada konsentrasi peptida maupun khamir atau kapang. 
Beberapa peptida antifungi diketahui bermuatan positif (kationik) dan mempunyai sifat 
amphipatic, yaitu terdapat daerah hidrofobik dan hidrofilik dalam satu struktur peptida. 
Muatan positif dan amphipatisitas merupakan faktor penting bagi peptida untuk 
berinteraksi dengan dinding sel fungi. Muatan positif berguna untuk proses interaksi 
dengan sel target atau sel fungi. Interaksi terjadi antara muatan positif pada peptida dengan 
muatan negatif pada dinding sel fungi, yang kemudian diikuti dengan kerusakan dinding 
sel dan sitoplasma sel target yang pada akhirnya menimbulkan kematian sel target 
(Bleackley et al. 2014). Pernyataan tersebut diperkuat oleh hasil penelitian Jiang et al. 
(2008a) yaitu jumlah residu asam amino yang bermuatan positif pada sisi polar dan net 
charge berperan penting dalam aktivitas antimikroba dan aktivitas hemolisis. Selain 
muatan, hidrofobisitas peptida juga menentukan aktivitas dan spesisifisitas peptida. Studi 
yang dilakukan Jiang et al. (2008b) menunjukkan bahwa aktivitas antifungal untuk 
Zygomycota menurun dengan meningkatnya hidrofobisitas, sebaliknya aktivitas antifungi 
terhadap Ascomycota meningkat seiring dengan meningkatnya hidrofobisitas.  
Beberapa peptida juga bekerja dengan cara mengganggu sintesis dinding sel atau 
komponen seluler lain yang penting seperti glukan dan kitin. Dinding sel C. albicans 
mengandung glukan dan kitin sehingga apabila sintesis kedua komponen tersebut 
terganggu akan mengakibatkan kematian sel (De Lucca & Wals 1999). Penelitian 
mengenai aktivitas antifungi peptida atau hidrolisat protein masih sangat jarang 
dilaporkan. Oleh karena itu hasil penelitian ini diharapkan dapat menambah aplikasi agen 
antifungi baru. Penelitian juga masih perlu dilanjutkan untuk mendapatkan peptida 
antifungi yang lebih potensial atau melakukan modifikasi terhadap peptida yang telah 
diperoleh untuk memaksimalkan aktivitas atau daya hambatnya. 
KESIMPULAN 
Peptida hasil hidrolisis susu kambing dengan protease Bacillus sp. E.13 pada suhu 
55°C, pH 11 selama 30 dan 60 menit dapat berfungsi sebagai antifungi terhadap C. 
albicans dan T. mentagrophytes. Konsentrasi hambat minimum (KHM) terbaik adalah 
peptida hasil hidrolisis selama 60 menit yang dapat menghambat C. albicans pada 
konsentrasi 1,25 mg protein/ml. 
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